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金属を介した核酸塩基対の NMR分光学的構造決定 
分子変換化学分野 大樂 武範 
 
 DNAや RNA分子中において、金属イオンを介して形成される塩基対はメタロ塩基対と呼
ばれる。メタロ塩基対は分子デバイス開発研究の重要な機能素子となっており、近年、金属
イオンを介して塩基対形成可能な人工塩基を導入した DNA分子の報告が相次いでいる。一
方、天然の核酸塩基が形成するメタロ塩基対も報告されている。1952 年に Katz により、
DNA 分子中において水銀を介したチミン-チミンミ塩基対(T-HgII-T 塩基対)の存在が指摘さ
れたが、その化学構造は未定であった。しかしながら、2004 年、小野らにより DNA 二重
らせん分子中のT-TミスマッチがHgIIイオンを補足することでT-HgII-T塩基対が形成される
ことが見出され、分子デバイス開発研究への道が開けた。既に、T-HgII-T塩基対形成を利用
した水銀イオンセンサーや水銀イオンの捕捉剤が開発されている。さらに、NMR 分光法に
より、T-HgII-T 塩基対の化学構造決定(HgIIを介した 2JNN観測による N-HgII-N 結合の証明, 
2007 年)および T-HgII-T 塩基対を含む DNA 分子の三次元構造決定(2014 年) が達成され
(Figure 1)、DNA二重らせん分子中で連続する T-HgII-T塩基対の水銀原子がらせん軸上に並
ぶことが明らかとされ、導電性ナノワイヤーなどへの応用が期待されている。 
 
 
Figure 1. (a) Chemical structure. (b) Three-dimensional structure. 
  
 小野らは 2008年には、DNA分子中の C-Cミスマッチが銀イオンを捕捉し、銀イオンを
介したシトシン-シトシン塩基対(C-AgI-C)が形成されることを新規に発見した。T-HgII-T 塩
基対の存在が指摘されて以来、56 年ぶりの天然塩基からなる新規メタロ塩基対の報告とな
った。C-AgI-C塩基対の構造特性および物性を知ることは、分子デバイス開発研究のための
必須の情報であるが、C-AgI-C 塩基対のとりうる塩基対様式にはいくつかの可能性があり、
正確な化学構造の解明が望まれている。本研究では新規メタロ塩基対である C-AgI-C塩基対
の構造決定および C-AgI-C 塩基対を含む DNA 分子の三次元構造決定をおこなった。また、
Cytidine/AgI錯体および Thymidine/HgII錯体の金属核 NMR スペクトル測定から、DNA 分子
中では決定が難しい NMRパラメータ(δ109Ag)/ δ99Hg)/1JHgN)を決定した。 
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【15N NMR分光法を用いた C-AgI-C塩基対の化学構造決定】 
 Figure 2にC-AgI-C塩基対のとりうる塩基対様式の候補をまとめた。2008年に小野らは、
C-AgI-C塩基対中で向かい合うシトシン塩基の 3位窒素原子(N3)同士を AgIイオンが架橋す
る構造を推定構造として示している。小野らが観測した C-AgI-C塩基対は逆平行型 DNA分
子中に含まれているため、C-AgI-C塩基対のグリコシル結合の向きはWatson-Crick塩基対
と同じ向きに固定される。そのため逆平行型 DNA分子中の C-AgI-C塩基対中では、シトシ
ン塩基のアミノ基同士が必ず向き合う立体配置となる。このアミノ基同士の立体的/静電的
反発を避ける必要がある。DNA分子中で塩基対を形成している２つの核酸塩基は、厳密に
は同一平面内に固定されておらず、プロペラツイストすることができる。 
 一方、2014年にWangらは、分子動力学計算の結果から、小野らと異なる C-AgI-C塩基
対の推定構造を発表している。この推定構造では、C-AgI-C塩基対中の一方のシトシン塩基
の N3と、他方のシトシン塩基のカルボニル酸素(O2)を AgIイオンが架橋する構造となって
いる。Wangらは、アミノ基のプロトンと N3間に水素結合の形成の可能性も指摘している。 
 その他にも、シトシン塩基のアミノ基周りで異性化することで C-AgI-C塩基対内の向かい
合うアミノ基同士の反発を避けることができる。この場合、C-AgI-C塩基対中の一方のシト
シン塩基のアミノ基の脱プロトン化を伴う。 
 
 
Figure 2. Possible recognition modes of AgI in the C-AgI-C base pair. 
 
15N NMR分光法では、Figure 2に示す塩基対様式の違いを厳密に区別することができる。 
そこで、DNA分子中のシトシン塩基のみが残基特異的に 15N標識された 2種類の DNA分子
(DNA duplex 3 C35(15N)および DNA duplex 3 C12(15N), Figure 3)を合成し、一次元 15N NMR
スペクトルを測定した(Figure 3) 。 
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Figure 3. (a) 1D 15N NMR spectrum of the DNA duplex 3 C35(15N). (b) 1D 15N NMR 
spectrum of the DNA duplex 3 C12(15N). 
 
172 ppmに観測された N3のシグナルの形状はダブレット(1JNAg = 83-84 Hz)であった
(Figure 3a, b)。また、101ppmに観測されたアミノ基窒素のシグナルの形状はトリプレット
(1JNH = 89 Hz)であった(Figure 3a, b)。この結果から、逆平行型 DNA分子の C-AgI-C塩基対
中において、シトシン塩基(C35および C12) の N3と AgI間に配位結合が形成され、AgIイ
オンがシトシン塩基の N3間を架橋していることが証明された。また、C-AgI-C塩基対中の
シトシン塩基(C35および C12)のアミノ基窒素は、プロトンを２つ保持したままであること
が証明された。以上より、逆平行型 DNA分子中の C-AgI-C塩基対の化学構造が厳密に決定
された(Figure 4a)。 
 
【C-AgI-C塩基対を含む DNA分子の三次元構造解析】 
 DNA duplex 4 (5’-TAATATACTTAATTA-3’ / 5’-TAATTAACTATATT-3’)のC-AgI-C塩基対形成
時の二次元 1H-1H NOESYスペクトル測定を行い、558個のクロスピークを帰属し、DNA 
duplex 4 の配列から期待される 316個のプロトンの内、292個のプロトンを帰属した。ま
た、この帰属結果から、DNA分子中において、C-AgI-C塩基対を含むすべての塩基対がス
タッキングしていることが明らかとなった。さらに、DNA分子中で、C-AgI-C塩基対を形
成している残基が C3’-endo様のパッカリングをとっていることを明らかとした。二次元
1H-1H NOESY／二次元 1H-1H DQF-COSY／一次元 31P NMR／一次元 1H NMRスペクトルの
帰属から得た距離／ニ面角／塩基対平面性の束縛条件を用いて、C-AgI-C塩基対を含む DNA
分子の三次元構造を決定した。その結果、C-AgI-C塩基対を含む全ての塩基対がスタックし
た B型二重らせん構造をとっており、AgIイオンが DNAのらせん軸近傍に位置することが
解った(Figure 4b)。 
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Figure 4. (a) Chemical structure. (b) Three-dimensional structure. 
【核酸-金属錯体の金属核 NMR測定】 
 Cytidine/AgI (2:1)錯体および thymidine/HgII (2:1) 錯体の金属核 NMRスペクトル測定から、
DNA-金属複合体中では低感度のため決定が困難な NMRパラメータ(δ109Ag) / δ99Hg) / 
1JHgN)を決定した。Cytidine/AgI (2:1) complexの一次元 109Ag NMRスペクトル測定の結果
(Figure 5a)、低周波数低感度核種である 109Ag核核のシグナル検出を達成し、その化学シフ
ト値から、cytidine-AgI (2:1)錯体も N-AgI-Nの結合様式をもつことが支持された。 
 Thymidine/HgII (2:1) 錯体の一次元 199Hg NMRスペクトル測定の結果(Figure 5b)、これま
で未定であった 1J(199Hg, 15N)を検出してその値を決定することができた。観測された
1J(199Hg, 15N)の値は、これまでに報告されている 1J(199Hg, 15N)値の約三倍の値であり、最
大の 1J(199Hg, 15N)値であった。 
 
 
Figure 5. (a) 1D 109Ag NMR spectrum of cytidine/AgI (2:1) complex. (b) 1D 199Hg NMR 
spectrum of thymidine/HgII (2:1) complex. 
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論 文 題 目：金属を介した核酸塩基対の NMR分光学的構造決定  
 
 
 金属を介した核酸塩基対(メタロ塩基対)は、分子デバイス開発研究の重要な機能
素子となっている。1963年に DNA分子中において水銀を介したチミン-チミン塩基
対(T-HgII-T 塩基対)の存在が指摘されたが、その化学構造は未定であった。近年、
NMR分光法により T-HgII-T塩基対の化学構造および T-HgII-T塩基対を含む DNA分子
の三次元構造が決定された。これらの構造情報から論理的なデバイス開発への道が
開かれた。一方、2008年には銀イオンを介したシトシン-シトシン塩基対(C-AgI-C)
が新規に発見され、分子デバイス開発に利用されている。しかしながら、この新規
塩基対の化学構造は未定のままであった。そこで本研究では、多核 NMR分光法を用
いて、これらの金属を介した塩基対の構造解析を行った。多核 NMR分光法を用いれ
ば、メタロ塩基対の金属イオンの直接観測や金属結合原子からの NMRシグナルが得
られ、塩基対形成時の金属の状態を直接モニターすることも可能である。 
 T-HgII-T塩基対に関して、チミン塩基の 3位窒素原子と水銀原子間の 1J(199Hg,15N)
の値は未定であった NMRパラメータであった。チミジン-水銀錯体の 199Hg NMRスペ
クトルを測定することで、1J(199Hg,15N)= 1050 Hz を観測した。この巨大な J 値は、
過去の 1J(199Hg,15N)値の約三倍であり、1J(199Hg,15N)のとりうる値の範囲が過去の報
告例より三倍広いことを実験的に示した分光学的に重要なデータである。 
 C-AgI-C塩基対に関しては、NMR分光測定に適した DNA配列を探索し、C-AgI-C塩
基対を形成するシトシン塩基のみが 15N標識された DNA 分子の調製を行なった。ま
た、15N NMRスペクトルを測定することで、C-AgI-C塩基対中のシトシン塩基の 3位
窒素原子と銀原子間の配位結合に伴う 1J(15N, 109Ag)= 82-83 Hz を観測し、C-AgI-C
塩基対の化学構造を決定した。さらに、C-AgI-C 塩基対を含む DNA 分子の NOESY ス
ペクトルを用いた 1Hシグナル（292シグナル）の帰属を達成した。また、本 NOEデ
ータに基づく三次元構造決定も行った。この結果、C-AgI-C 塩基対を含む DNA 分子
は B 型の二重らせん構造を保っており、C-AgI-C 塩基対は DNA 二重らせん分子中で
隣接残基とスタッキングしていることを明らかとした。これらの実験結果は、メタ
ロ塩基対を利用した論理的なデバイス開発に必須の情報を提供している。 
 よって，本論文は博士（薬科学）の学位論文として合格と認める。 
